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ABSTRAK 
MARDHATILLA UTAMI (I 111 11 027). Identifikasi Alel Pembawa Complex 
Vertebral Malformation (CVM) pada Sapi Perah di Kabupaten Enrekang. 
Dibimbing oleh MUHAMMAD IHSAN ANDI DAGONG dan FARIDA NUR 
YULIATI. 
 
Complex vertebral malformation (CVM) merupakan defisiensi genetik 
akibat adanya gen resesif autosomal pada sapi perah yang menyebabkan 
terjadinya deformasi anatomi terutama pada bagian cervix dan torax pada tulang 
belakang, reduksi tulang rusuk dan pemendekan tulang pada kaki depan dan. 
Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengidentifikasi sebaran alel resesif dari CVM 
pada sapi perah di Kabupaten Enrekang menggunakan metode PCR-PIRA. 
Sebanyak 80 sampel DNA dari koleksi sampel darah induk sapi perah FH dari 
Sentra Peternakan Enrekang (50 sampel dari Kecamatan Cendana dan 30 sampel 
dari Kecamatan Angeraja) yang diekstraksi dan diamplifikasi dengan teknik PCR, 
kemudian produk PCR dipotong dengan enzim restriksi Pst1. Identifikasi alel 
pembawa CVM dihitung berdasarkan frekuensi genotipe dan alelnya. Hasil yang 
diperoleh dari penelitian ini yaitu tidak ditemukan adanya alel CVM baik itu di 
Kecamatan Cendana maupun di Kecamatan Angngeraja. Hasil penelitian ini 
menyimpulkan bahwa tidak terdapat sapi perah heterozigot pada populasi sapi 
perah di Kab. Enrekang, dengan frekuensi alel (1%).  
 
Kata Kunci: Sapi perah, CVM, kelainan genetik, alel letal 
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ABSTRACT 
MARDHATILLA UTAMI (I 111 1 1025). Identification of Complex Vertebral 
Malformation (CVM) of Dairy Cattle in Enrekang Regency. Supervised 
MUHAMMAD IHSAN ANDI DAGONG dan Hj. Farida Nur Yuliati. 
 
Complex Vertebral Malformation (CVM) is a a genetic deficiency due to 
autosomal recessive genes in dairy cows that causes anatomical deformation, 
especially in the cervix and Torax the spine, ribs reduction and shortening of the 
bones on the front foot. The purpose of this study to identified the CVM recessive 
alleles distribution  in dairy cows from Enrekang regency using PCR-PIRA 
method. A total of  80 samples of DNA from   blood  were collected from FH  
dairy cattle from  Enrekang regency (50 samples from Cendana and 30 samples 
from Angeraja sub regency). All the samples were  extracted and amplified by 
PCR, then the PCR product  was cut with Pst1 restriction enzymes. Identification 
of CVM carrier calculated based on genotype and alleles frequencies. Results 
obtained from this research that there were no good CVM allele was in the district 
as well as in the District Angngeraja and Cendana. Results of this study concluded 
that there were no heterozygous dairy cows on dairy cow population in the 
district. Enrekang, the allele frequency (1%). 
 
 
 
Keywords: Dairy cows, CVM, a genetic disorder, lethal alleles 
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PENDAHULUAN 
 
 Di Sulawesi Selatan terdapat sentra pengembangan sapi perah yaitu di 
kabupaten Enrekang. Populasi dan produkstifitas ternak sapi perah di Sulawesi 
Selatan selama beberapa tahun terakhir menunjukkan kecenderungan menurun. 
Menurut (Anonim, 2010) tingkat pertumbuhan populasi sapi perah selama 3 tahun 
terakhir hanya mencapai 1,08 % pertahun, selain itu kurang lebih 25-40 % kasus 
kematian embrio dini terjadi dalam suatu peternakan di Indonesia. Hal ini di 
sebabkan karena banyak faktor yaitu breeding (pemuliaan), feeding (pakan) dan 
manajemen. Namun pada sisi breeding peningkatan mutu genetik ternak  
merupakan kata kunci peningkatan produktivitas. Salah satu dari bidang 
pemuliaan yaitu mengenai kelainan genetik. 
Kelainan genetik adalah salah satu kelainan pada ternak yang disebabkan 
oleh mutasi pada material genetik.Meydan et al (2012) menyatakan dalam 
pembiakan ternak khususnya sapi perah, kelainan genetik merupakan salah satu 
masalah yang paling penting bagi peternak.Kelainan genetik pada sapi perah 
menyebar ke seluruh dunia akibat aktifitas Inseminasi Buatan (IB) menggunakan 
pejantan unggul yang ternyata sebagai pembawa alel mutan. Peneliti Denmark 
menemukan bahwa Carlin-M Ivanhoe Bell, sapi pejantan unggul FH yang lahir 
tahun 1974, berperan sebagai nenek moyang yang membawa mutasi (Agerholm et 
al., 2001). Bell menerima gen mutan dari induk jantannya yaitu Pennstate 
Ivanhoe Star yang lahir tahun 1963.Penggunaan sapi ini telah menyebar luas 
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sehingga menyebabkan terjadinya peningkatan frekuensi karier CVM sebesar 20-
30% di berbagai peternakan di banyak Negara (Thomsen, 2006). 
 Salah satu kelainan genetik yang terdapat pada sapi perah yaitu Complex 
Vertebral Malformation (CVM). Menurut Kanae et al. (2005) CVM adalah 
defisiensi genetik akibat adanya gen resesif autosomal pada sapi perah, penyakit 
ini disebabkan oleh substitusi guanin menjadi timin pada nukleotida 559 pada gen 
SLC35A3 yang mengkodekan UDP-N-asetilglukosamin transporter. 
 Kejadian Complex Vertebral Malformation berkembang luas ke berbagai 
Negara setelah ditemukan pertama kali di Denmark.Penelitian yang dilakukan 
dengan metode molekuler menyebutkan adanya karier CVM di beberapa 
Negara.Di Indonesia sendiri terdapat banyak penelitian mengenai identifikasi 
kelainan genetik CVM, tetapi kelainan ini belum pernah ditemukan.Hingga saat 
ini kelainan genetik CVM di Enrekang belum pernah diteliti. Di samping itu 
menurut UPTD Puskeswan Padang kematian embrio dini di Indonesia karena 
faktor genetik memegang peranan cukup besar, yaitu sekitar 33 % dari seluruh 
kasus kematian embrio dini, oleh karena itu perlu adanya data analisis apakah hal 
tersebut disebabkan oleh CVM atau bukan. 
 Kelainan genetik CVM berdampak negatif pada peternak karena dapat 
menyebabkan rendahnya produktivitas sapi perah.Selain itu, kelainan genetik ini 
bisa menyebar karena beberapa pejantan unggul sapi perah FH yang populer 
digunakan dalam inseminasi buatan telah menyebar ke beberapa negara 
pengimpor sapi perah. 
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  Berdasarkan hal tersebut maka perlu diadakan penelitian lebih lanjut  
mengenai identifikasi alel pembawa Complex Vertebral Malformation (CVM) 
khususnya di daerah Enrekang menggunakan metode PIRA-PCR (Primer 
Introduced Restriction-Polymerase Chain Reaction).   
 Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi sebaran alel resesif dari 
Complex Vertebral Malformation (CVM) pada sapi perah di Kabupaten Enrekang. 
 Kegunaan penelitian ini agar dapat menambah informasi mengenai alel 
pembawa CVM pada sapi perah yang terdapat di Kabupaten Enrekang.Dengan 
mengetahui distribusi alel resesif maka dapat dilakukan strategi untuk 
menghilangkan alel tersebut dengan culling/afkir. 
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TINJAUAN PUSTAKA 
Kelainan Genetik Sapi Perah 
 Gen adalah substansi kimia yang menentukan sifat keturunan yang 
terdapat dalam lokus kromosom. Tiap individu mahluk hidup mempunyai 
kromosom yang tersusun atas benang-benang pembawa sifat keturunan. 
Kromosom terdapat di dalam inti sel. Seluruh organisme yang ada dipermukaan 
bumi ini mempunyai kerangka dasar komponen sifat menurun yang sama. 
Kerangka tersebut tersusun atas ribuan sampai jutaan faktor menurun yang 
mengatur tata cara penurunan sifat organisme (Dianti, 2014). 
Gen letal (gen kematian) adalah gen yang dalam keadaan homozigotik 
menyebabkan matinya individu, baik dalam periode prenatal, pascanatal dan 
sebelum dewasa (gen subletal). Gen letal dapat bersifat resesif dapat pula bersifat 
dominan. Suatu alel yang sepenuhnya letal dominan akan mematikan pada kondisi 
homozigot adakalanya timbul oleh mutasi dari alel normal. Individu dengan alel 
letal dominan mati sebelum mereka meninggalkan keturunan (Bugiwati, 2005). 
 Penyakit genetik atau kelainan genetik adalah sebuah kondisi yang 
disebabkan oleh kelainan oleh satu atau lebih gen yang menyebabkan sebuah 
kondisi fenotipe klinis. Menurut (Anonim, 2010) beberapa penyebab penyakit 
genetik yaitu mutasi gen berulang yang dapat menyebabkan sindrom X rapuh atau 
penyakit Huntington dan gen rusak yang diturunkan dari indukan. Dalam kasus 
ini, penyakit genetik juga dikenal dengan istilah penyakit keturunan. Kondisi ini 
terjadi ketika individu lahir dari dua individu sehat pembawa gen rusak tersebut, 
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tetapi dapat juga terjadi ketika gen yang rusak tersebut merupakan gen yang 
dominan. 
 Perwitasari et al, 2009 menyatakan pada umumnya kelainan genetik 
bersifat letal dalam kondisi homozigot resesif. Teknik identifikasi mutan 
penyebab kelainan genetik telah berkembang sangat pesat dengan memanfaatkan 
DNA-related techniques . 
Keragaman genetik 
 Keragaman genetik adalah variasi karakteristik yang ada diwariskan pada 
populasi spesies yang sama. Hal tersebut berperan penting dalam evolusi yang 
memungkinkan spesies beradaptasi dengan lingkungan baru dan untuk 
menghindari parasit.Hal ini berlaku untuk ternak, yang biasanya memiliki tingkat 
keragaman rendah (Dianti, 2014). 
 Keragaman genetik di antara populasi dari suatu spesies bisa sangat 
besar.Demikian juga dalam populasi kebanyakan populasi alami, perbedaan 
genetik di antara individu sering juga besar. Keragaman genetik suatu individu 
apabila ada dua alel untuk gen yang sama merupakan perbedaan konfigurasi DNA 
yang menduduki lokus yang sama pada suatu kromosom (Handoyo, 2001). 
 Eksperesi gen dapat mempengaruhi sifat yang muncul. Fenotipik yang 
muncul dapat dipengaruhi oleh variasi gen pada arah dan besar respon terhadap 
perubahan lingkungan (Noor, 2008). Fenotipik yang bersifat ekonomis merupakan 
sifat kuantitatif yang dikontrol oleh banyak gen dan masing-masing gen 
memberikan sedikit kontribusi pada sifat tersebut (Noor, 2008). Gen semacam ini 
disebut dengan gen mayor yang terletak pada lokus sifat kuantitatif atau 
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Quantitative Traits Loci (QTL). Gen mayor yang dapat digunakan sebagai 
kandidat dalam program Marker Assisted Selection (MAS) jika gen tersebut 
mempunyai fungsi dan pengaruh biologis yang nyata terhadap sifat kuantitatif 
(Diyono, 2009). 
 Ada tiga sumber variasi genetik: mutasi, aliran gen, dan reproduksi 
seksual. 
 Mutasi hanyalah sebuah perubahan dalam DNA. Mutasi sendiri tidak 
sangat umum, dan biasanya berbahaya bagi populasi. Oleh karena itu, 
mutasi biasanya melalui proses evolusi. 
 Aliran gen adalah pergerakan informasi genetik antara populasi yang 
berbeda. Metode ini meningkatkan variasi genetik karena 
memperkenalkan alel baru ke dalam populasi yang meningkatkan jumlah 
keanekaragaman. Semakin banyak alel yang tersedia dalam suatu populasi, 
semakin banyak variasi yang dapat terjadi. Reproduksi seksual 
menyebabkan variasi genetik karena menciptakan kombinasi gen baru.  
Alel Pembawa CVM 
 Complex Vertebral Malformation(CVM)adalahcacat genetikresesifyang 
diwariskan.CVM merupakan kesalahan pembentukan tulang belakang selama 
embriogenesis, menyebabkan janin gugur sekitar hari ke 159-260 pada masa 
kehamilan (Perwitasari et al., 2009).CVMdisebabkan olehmutasi titikguanin 
menjadi 
timinpadanukleotidaposisi559darigen,sapipembawakeluarga35anggota3(SLC35A
3). 
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 CVM merupakan defisiensi genetik akibat adanya gen resesif autosomal 
pada sapi perah (Kanae et al., 2005). Penyakit ini pertama kali ditemukan di 
Denmark pada tahun 1999 (Agerholm et al., 2001).Dalam waktu singkat penyakit 
ini menyebar luas di beberapa Negara, diantaranya Amerika serikat (Duncan et 
al., 2001), Jepang (Naghata et al., 2002), dan Swedia (Berglund et al., 2004). 
 Penyakit CVM disebabkan oleh substitusi guanin menjadi timin pada 
nukleotida 559 pada gen SLC35A3 ekson 4 (Kanae et al., 2005) yang 
mengkodekan UDP-N-asetilglukosamin transporter (Thomsen et al., 2006).Gen 
SLC35A3 memiliki 22404 pb terdiri dari tujuh ekson (No.Acc GenBank 
AY160683). Subtitusi ini bersifat missense mutation I yakni mutasi titik yang 
menyebabkan perubahan kodon triplet sehingga terjadi perubahan asam amino 
dan perubahan struktur protein (Gelehrter, 1998).Mutasi ini menyebabkan 
perubahan asam amino valin menjadi fenilalanin pada asam amino 180 (V180F) 
(Rusc dan Kaminski 2007).UDP-N-asetilglukosamin transporter berperan penting 
dalam mekanisme pengontrolan pembentukan vertebra dari mesoderm paraksial 
yang tidak tersegmen. Akibatnya,molekul transporter yang berubah akan 
mengalami malformasi vertebra (Agerholm et al, 2007) 
 Sapi penderita CVM mengalami sejumlah deformasi anatomi terutama 
pada bagian serviks dan toraks pada tulang belakang, reduksi tulang rusuk dan 
pemendekan tulang pada kaki depan dan belakang (Reveell, 2001). Perubahan 
morfologi yang utama pada sapi penderita CVM adalah pertumbuhan menjadi 
lambat, malformasi vertebra dan artrogryposis simetris bilateral yang 
mempengaruhi tulang carpal dan metacarpophalangeal. Malformasi vertebra 
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dicirikan dengan hemivertebra (kelainan bentuk vertebra yang menyebabkan 
terbentuknya sudut pada tulang belakang), skoliosis (lengkungan pada tulang 
belakang), dan ankylosis  (penyatuan tulang, umumnya disebabkan oleh penyakit) 
pada tulang serviks dan toraks pada tulang belakang (Agerholm et al., 2001 ) 
 Wang Shuai et al., (2012) dalam penelitiannya menyatakan 
sejakterjadinyapenyakit CVM, telah dilakukan identifikasi CVM dan 
mengungkapkanbahwa gangguan tersebut disebabkan oleh mutasi tunggal dasar 
Guanin Timin pada posisi 559 dalam ekson keempat gen 
SLC35A3,20 mutasi homozigot yang mematikan telah menyebabkan 
sebagian besar anak sapi mengalami kematian sebelum usia kehamilan 
pada hari ke 260. Kematian janin menyebabkan penurunan produksi susuyang 
akhirnya mengarah pada pemusnahan ternak Holstein. 
Penyelidikan genetik telah mengungkapkan bahwa banteng bernama Penstate 
Ivanhoe Star adalah nenek moyang dari CVM carriers. 
TEKNIK PCR-PIRA (Polymerase Chain Reaction-Primer Introduced 
Restriction) 
 Polymerase Chain Reaction (PCR) atau reaksi rantai polymerase 
merupakan teknik yang ditemukan oleh Kary B.Mullis pada tahun 1983 untuk 
mensintesis DNA secara in vitro. Teknik in vitro bekerja dengan cara mereplikasi 
atau memperbanyak segmen DNA spesifik yang berada diantara dua daerah yang 
komplemen dengan dua primer yang spesifik (Liu, 1998). PCR dapat membantu 
pengembangan ilmu biologi, seperti melihat keragaman genetik sapi yang ada 
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pada suatu populasi tertentu dengan cara DNA marking, sehingga dapat 
membedakan sapi sedini mungkin walaupun sapi tersebut belum dewasa.  
 PCR berfungsiuntuk menggandakan molekul DNA pada target tertentu 
dengan cara mensintesis molekul DNA baru yang berkomplemen dengan molekul 
DNA tersebut dengan enzim polymerase dan oligonukleotida pendek sebagai 
primer dalam mesin termocycler. Primer merupakan oligonukleotida spesifik yang 
menempel pada bagian sampel DNA yang akan diperbanyak. Enzim polymerase 
merupakan enzim yang dapat mencetak urutan DNA baru (Williams, 2005). 
Beberapa faktor seperti konsentrasi DNA, ukuran panjang primer, komposisi basa 
primer, konsentrasi ion Mg2+, dan suhu hibridisasi primer harus dikontrol dengan 
hati-hati agar dapat diperoleh pita-pita DNA yang utuh dan baik (Suryanto, 2003).  
 Komponen- komponen yang diperlukan pada proses PCR adalah templat 
DNA; sepasang primer, yaitu suatu oligonukleotida pendek yang mempunyai 
urutan nukleotida yang komplementer dengan urutan nukleotida DNA templat; 
dNTPs (Deoxynucleotide triphosphates); buffer PCR; magnesium klorida 
(MgCl2) dan enzim polimerase DNA. Proses PCR melibatkan beberapa tahap 
yaitu: (1) pra-denaturasi DNA templat; (2) denaturasi DNA templat; (3) 
penempelan primer pada templat (annealing); (4) pemanjangan primer (extension) 
dan (5) pemantapan (postextension).Tahap (2) sampai dengan (4) merupakan 
tahapan berulang (siklus), di mana pada setiap siklus terjadi duplikasi jumlah 
DNA (Handoyo et al., 2001). 
 Menurut Handoyo, et al (2001)untuk mendapatkan hasil PCR yang 
optimal perlu dilakukan optimasi proses PCR. Secara umum optimasi proses PCR 
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dapat dilakukan dengan cara memvariasikan kondisi yang digunakan pada proses 
PCR tersebut. Optimasi kondisi berkaitan erat dengan faktor-faktor seperti jenis 
polimerase DNA; suhu; konsentrasi, dalam hal ini berkaitan dengan dNTPs, 
MgCl2 dan DNA polimerase; buffer PCR dan waktu. 
 Polymerase Chain Reaction-Primer Introduced Restriction (PCR-PIRA) 
adalah metode yang digunakan untuk mendeteksi mutasi dengan 
mengintroduksikan situs restriksi artifisial menggunakan primer yang 
dimodifikasi. Proses yang terjadi dalam mesin PCR meliputi tiga tahap utama, 
yaitu tahap pradenaturasi, tahap kedua yang terdiri dari 35 siklus yang masing-
masing siklus terdiri dari denaturasi (pemisahan untai ganda DNA), penempelan 
(annealing), ekstensi awal molekul DNA, dan tahap terakhir adalah ekstensi akhir. 
Produk PCR dapat langsung divisualisasikan melalui proses elektroforesis dan 
dapat digunakan untuk analisa lebih lanjut (Muladno, 2002).  
 PCR-PIRA merupakan salah satu metode yang digunakan secara luas 
untuk mendeteksi single nucleotide polymorphisms (SNPs) (Jacobson dan 
Moskovits 1991).PCR-PIRA dilakukan dengan mengintroduksikan situs restriksi 
artificial menggunakan primer yang di modifikasi (Kanae et al., 2005). Metode ini 
dilakukan karena tidak ada situs restriksi pada daerah yang termutasi pada gen 
SLC35A3. Metode tersebut dapat digunakan setelah Kanae et al.(2005) berhasil 
mendeteksi penyakit CVM pada sapi FH di Belanda. 
Penanda DNA Terciri / Marker Assisted Selection (MAS)  
 Salah satu tahapan penting dalam pemuliaan ternak adalah seleksi terhadap 
keturunan yang membawa sifat-sifat tertentu yang diinginkan. Pemanfaatan 
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penanda molekuler DNA dalam proses seleksi ternak terbukti telah memberikan 
hasil yang lebih baik dibandingkan cara-cara konvensional. Penanda molekuler 
DNA (marker genetik) yang sudah teridentifikasi berassosiasi dengan QTL 
(Quantitative Trait Loci) yang bernilai ekonomis dapat digunakan untuk 
meningkatkan akurasi, kecepatan dan intensitas seleksi (Van der Werf, 2000). 
 Teknik yang terlibat dalam mengkarakterisasi gen adalah marka gen yang 
berasal pada data molekuler, dan pembentukan peta genetika serta penggunaanya 
sebagai kriteria seleksi untuk pemuliabiakan, teknik ini disebut seleksi dengan 
bantuan marka genetika (Marker Assisted Selection /MAS) yang dapat membantu 
untuk mencapai tujuan pemuliabiakan (Basrur dan King, 2005), meskipun data 
silsilah keluarga tidak tersedia atau heritabilitas karakter yang diinginkan sangat 
rendah. 
 Penggunaan MAS didasarkan pada gagasan bahwa terdapat gen yang 
memegang peranan utama dan menjadi sasaran atau target secara spesifik dalam 
seleksi (Van der Werf, 2000). Beberapa sifat yang dikendalikan oleh gen tunggal 
seperti warna bulu merupakan pola pewarisan sifat yang sederhana, namun 
beberapa sifat utamanya antara lain sifat produksi yang kompleks (kuantitatif) 
dikontrol oleh banyak gen (polygenes) (Nicholas 1996; Noor 2008). Gen-gen sifat 
kuantitatif yang memiliki pengaruh besar merupakan gen-gen yang disebut 
sebagai gen utama (major gene) yang terletak pada lokus sifat kuantitatif (QTL). 
Marker gen telah banyak digunakan untuk mengidentifikasi ternak sapi yang 
memiliki performa lebih bagus pada beberapa sifat komersial seperti kualitas 
daging (keempukan) (Barendse et al., 2008). 
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 Penanda molekuler DNA yang sudah teridentifikasi berassosiasi   dengan 
QTL yang bernilai ekonomis dapat digunakan untuk   meningkatkan akurasi, 
kecepatan dan intensitas seleksi.  
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METODE PENELITIAN 
Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari-Juni 2015 di Laboratorium 
Bioteknologi Terpadu, Fakultas Peternakan Universitas Hasanuddin, Makassar. 
 
Materi Penelitian 
Bahan utama dari penelitian ini adalah 80 sampel DNA dari koleksi 
sampel darah induk sapi perah Friessian Holland (FH) dari Sentra Peternakan 
Enrekang (50 buah dari Kecamatan Cendana dan 30 buah dari Kecamatan 
Angngeraja). Bahan pendukung antara lain: Primer (primer gen CVM, Enzim 
Taq), bahan PCR (dNTP mix, Enzim Tag DNA polymerase, TBE Buffer, dan 
H2O), bahan ekstraksi DNA (Proitenase K, Ethanol Absolute, Buffer Lysis, Wash 
Buffer I,Wash Buffer II Dan Elution Buffer) bahan elektroforesis (agarose, EtBr 
(Ethidium bromide), Marker DNA Ladder ukuran 100 pb, DNA Loading Dye) 
dan  tissue. 
Alat yang digunakan yaitu: mesin PCR (sensoQuest Germany), centrifuge, 
alat pendingin, tabung eppendorf besar dan kecil, gel documentation, mikropipet, 
tip, rak tabung, elektroforesis, autoclave, timbangan, sarung tangan. 
Tabel 1. Sequen primer untuk PCR 
Primer Sekuen DNA Panjang 
PCR 
Sumber 
CVM F: 5’-CAC AAT TTG TAG GTC TCA 
CTG CA-3’ 
 R:5’-CGA TGA AAA AGG AAC CAA 
AAG GG-3’ 
287 bp Kanae, et 
al.,   (2005) 
F = Forward, R = Reverse 
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Tahapan Penelitian 
1. Ekstraksi DNA 
DNA diisolasi dan dimurnikan dengan menggunakan Kit DNA ekstraksi 
Genjet Genomic DNA Extraction (Thermo Scientific) dengan mengikuti protocol 
ekstraksi yang disediakan. Sebanyak 200 µl sampel darah dilisiskan dengan 
menambahkan 400 µl larutan lysis buffer dan 20 µl proitenase K (10 mg/ml), 
campurkan kemudian inkubasi pada suhu 56o C selama 60 menit di dalam 
waterbath shaker.Setelah inkubasi larutan kemudian ditambahkan 200 µl Ethanol 
absolute 96% dan disentrifugasi 6.000 x g selama 1 menit. 
Pemurnian DNA kemudian dilakukan dengan metode spin column dengan 
penambahan 500 µl larutan pencuci wash buffer 1 yang kemudian dilanjutkan 
dengan sentrifugasi pada 8.000 x g selama 1 menit. Setelah supernatanya dibuang, 
DNA kemudian dicuci lagi dengan 500 µl wash buffer II dan disentrifugasi pada 
12.000 x g selama 3 menit. Setelah supernatanya dibuang, DNA kemudian 
dilarutkan dalam 200 µl elution buffer dan disentrifugasi pada 8.000 x g selama 1 
menit untuk selanjutnya DNA hasil ekstraksi ditampung dan disimpan pada suhu -
20o C. Cek kualitas DNA hasil ekstraksi kemudian dilakukan dengan 
elektroforesis pada gel agarose 1,5 % dengan buffer 1 × TBE (89 mM Tris, 89 
mM asam borat, 2 mM Na2EDTA) yang mengandung 100 ng/ml ethidium 
bromide. Kemudian divisualisasi pada UV transiluminator (gel documentation 
system). 
2. Teknik PCR-PIRA 
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Komposisi reaksi PCR dikondisikan pada volume reaksi 25 μl yang terdiri 
atas 2 µ1 DNA, 0.3 mM masing-masing primer, 0.3 μM dNTP, 2.5 mM Mg2+, 
0.5μl Taq DNA polymerase dan 1x buffer. Kondisi mesin PCR dimulai dengan 
denaturasi awal pada suhu 94o C x 4 menit, diikuti dengan 35 siklus berikutnya 
masing-masing denaturasi 94oC x 45 detik, dengan suhu annealing yaitu : 56oC x 
45 detik, yang dilanjutkan dengan ekstensi : 72oC x 60 detik, yang kemudian 
diakhiri dengan satu siklus ekstensi akhir pada suhu 72oC selama 10 menit dengan 
menggunakan mesin PCR (SensoQuest, Germany).  
Amplifikasi selanjutnya melalui teknik Polymerase Chain Reaction-
Primer Introduced Restriction Analysis I (PCR-PIRA). Amplifikasi gen SLC35A3 
dilakukan secara in vitro menggunakan primer yang digunakan oleh Kanae et al.  
(2005) yaitu primer forward 5’-CAC AAT TTG TAG GTC TCA CTG CA-3’ dan 
primer reverse 5’-CGA TGA AAA AGG AAC CAA AAG GG-3’ .Hasil produk 
amplifikasi pertama dicampur dengan bahan-bahan yang konsentrasinya seperti 
amplifikasi pertama. Reaksi PCR kedua berlangsung pada kondisi yang sama 
dengan PCR pertama. 
Setelah dilakukan optimasi, amplifikasi dapat dilakukan hanya satu kali 
yaitu langsung menggunakan teknik PCR-PIRA. Amplifikasi yang dilakukan dua 
kali menghasilkan produk yang sama dengan amplifikasi satu kali. 
Deteksi mutasi gen SLC35A3 dilakukan menggunakan enzim restriksi 
Pst1. Sebanyak 5 µ1 produk PCR dicampur dengan 0,7 µ1 buffer enzim Pst1, 
enzim Pst1 sebanyak 0,3 µ1, dan air steril sebanyak 1 µ1. Campuran tersebut 
diinkubasi pada suhu 370C selama semalam. 
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Analisa Data 
Keragaman genotype tiap-tiap individu dapat ditentukan dari pita-pita 
DNA gen yang ditemukan. Masing-masing sampel dibandingkan berdasarkan 
ukuran (marker) yang sama dan dihitung frekuensi alelnya. Frekuensi alel bisa 
dihitung dengan menggunakan rumus Nei dan Kumar (2000): 
𝑋𝑖 =  
( 2𝑛𝑖𝑖 + ∑ 𝑛𝑖𝑗)𝑗≠𝑖
2𝑛
 
Keterangan : 
Xi = Frekuensi alel ke –i 
nii = jumlah sampel yang bergenotif ii (homozigot) 
nij = jumlah sampel yang bergenotif ij (heterozigot) 
n  = jumlah sampel 
Sekuensing gen/alel CVM (Complex Vertebral Malformation) 
Genotype yang diperoleh akan dikonfirmasi dengan DNA sekuensing, 
sampel yang akan dipilih untuk sekuensing akan dipilih dari genotype normal 
(Homozigot) dan carier (Normal Heterozygot). Homologi DNA akan dicek/diuji 
dengan mencocokkan sekuens DNA target dari gen Bank (NCBI) dengan 
menggunakan program Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) dari NCBI. 
Penentuan alel normal dan mutan akan di analisis dengan menggunakan 
software Molecular Evolutionary Analisis Genetik 5 (MEGA 5) (Tamura et al., 
2011). 
Data kemudian dianalisis secara deskriptif untuk menentukan adanya gen 
mutan (resesif) yang bisa menyebabkan kelainan genetik CVM pada populasi sapi 
perah di Kabupaten Enrekang. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Amplifikasi Gen CVM pada Sapi Perah  
Ekstraksi dan isolasi DNA telah dilakukan terhadap 80 sampel darah sapi 
FH yang berasal dari Sentra Peternakan Enrekang selanjutnya dilakukan 
amplifikasi dengan metode PCR. Sampel yang berhasil diamplifikasi sebanyak 80 
sampel terdiri dari 50 sampel berasal dari Kecamatan Cendana dan 30 sampel dari 
Kecamatan Angngeraja. 
Hasil Amplifikasi ruas gen dapat divisualisasikan pada gel agarose 1,5 %  
yang disajikan pada Gambar 1. Panjang produk hasil amplifikasi gen CVM adalah 
287 bp. 
 
Gambar 1. Hasil amplifikasi Gen CVM pada mesin PCR, M: marker 100 bp; 1-5: 
sampel sapi perah dari kecamatan Cendana, 6-9: sampel dari 
kecamatan Angngeraja Kabupaten Enrekang; bp: base pair 
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Panjang fragmen yang dihasilkan dari PCR setelah divisualisasikan 
dibawah sinar ultraviolet (UV) menunjukkan bahwa sampel sesuai dengan yang 
diprediksikan adalah 287 pb. Hal ini sesuai dengan penelitian Kanae, et al (2005) 
bahwa panjang gen Complex Vertebral Malformation (CVM) hasil amplifikasi 
dengan pasangan basa primer adalah 287 pb. Panjang fragmen hasil amplifikasi 
dapat diketahui dengan cara mencocokkan situs penempelan pasangan primer 
pada sekuens gen CVM (GenBank nomor akses AY160683) (Gambar 2). 
PCR berfungsiuntuk menggandakan molekul DNA pada target tertentu 
dengan cara mensintesis molekul DNA baru yang berkomplemen dengan molekul 
DNA tersebut dengan enzim polymerase dan oligonukleotida pendek sebagai 
primer dalam mesin termocycler (Williams, 2005). Muladno (2002) menyatakan 
bahwa proses yang terjadi dalam mesin PCR meliputi tiga tahap utama, yaitu 
tahap pradenaturasi, tahap kedua yang terdiri dari 35 siklus yang masing-masing 
siklus terdiri dari denaturasi (pemisahan untai ganda DNA), penempelan 
(annealing), ekstensi awal molekul DNA, dan tahap terakhir adalah ekstensi akhir. 
Suhu annealing adalah suhu yang memungkinkan terjadinya penempelan 
primer pada DNA cetakan selama proses PCR. Suhu annealing sangat 
menentukan keberhasilan amplifikasi karena proses perpanjangan DNA dimulai 
dari primer. Suhu annealing (penempelan primer) yang digunakan pada penelitian 
ini yaitu 560 C x 45 detik.Ketepatan kondisi PCR ditentukan oleh ketepatan 
campuran reaksi dan ketepatan kondisi suhu pada masing-masing siklus (Rahayu, 
et al. 2006). 
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Identifikasi Gen CVM pada sapi perah dengan metode PCR-RFLP 
 Complex Vertebral Malformation merupakan defisiensi genetik pada sapi 
FH yang dapat dideteksi dengan metode PCR-RFLP (Polymerase Chain 
Reaction-Restriction Fragmen Length Polymorphism) modifikasi PCR-PIRA 
dengan Pst1sebagai enzim pemotong.Menurut Suryanto (2003) PCR-RFLP 
digunakan untuk melihat polimorfisme dalam genom organisme dengan 
menggunakan suatu enzim pemotong tertentu (enzim restriksi).PCR-PIRA 
dilakukan dengan mengintroduksikan situs restriksi artificial menggunakan primer 
yang dimodifikasi (Kanae et al., 2005). Metode ini dilakukan karena tidak ada 
situs restriksi pada daerah yang termutasi pada gen SLC35A3.  Enzim restriksi 
yang digunakan untuk mengenali situs pemotongan G/T yaitu  Pst1. 
 Letak/runutan sequens DNA gen CVM dari primer yang dipakai dengan 
menggunakan enzim Pst1dapat dilihat pada Gambar 2. 
 
Gambar 2. Urutan basa nukleotida gen SLC35A3. Deret nukleotida yang diberi  
garis bawah merupakan situs penempelan primer. Tanda   
menunjukkan titik potong enzim Pst1.AY160683 merupakan nomor 
akses sequen DNA yang disimpan dalam GenBank.  
Enzim pemotong Pst1 
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 CVM adalah cacat genetik yang terjadi karena titik mutasi oleh substitusi 
guanin menjadi timin (Kanae et al., 2005). Perubahan kodon yang menyebabkan 
perubahan valin asam amino (GTT) ke fenilalanin (TTT) (Thomsen et al., 2006). 
Urutan basa dari nomor GenBank akses AY160683, posisi basa nukleotida di 
9871 adalah titik mutasi, pada hewan yang bersifat normal mempunyai basa 
guanin (G) sedangkan  hewan yang karier mempunyai basa  guanin (G) ke timin 
(T). Gambar 2 menunjukkan bahwa tidak ada perubahan guanin (G) ke timin (T) 
pada gen SLC35A3 dalam ekson 4. 
 Genotip gen CVM pada sampel sapi perah didapatkan melalui pengukuran 
panjang fragmen gen CVM hasil pemotongan dengan enzim Pst1. Hasil 
visualisasi menunjukkan bahwa panjang fragmen yang didapatkan adalah 264 pb 
dan 287 pb. Genotip yang ditemukan pada sapi perah dapat dilihat pada gambar 3. 
 
Gambar 3. Pita sekuen DNA hasil amplifikasi gen SLC35A3. Nomor 1 adalah 
produk PCR sebelum direstriksi Pst1 sepanjang 287 bp dan nomor 2-7 
adalah hasil restriksi Pst1 sepanjang 264 bp.  
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 Gambar 3 merupakan hasil visualisasi menggunakan agarose 1,5 % 
menunjukkan bahwa panjang fragmen yang didapatkan adalah 264 bp dan 23 bp 
(tidak tervisualisasi di agarose). Hasil deteksi tersebut menunjukkan bahwa 
sampel darah sapi FH yang dideteksi bersifat normal (homozigot normal). Hal ini 
sesuai dengan hasil penelitian Ikhtiarini (2008) yang menyatakan bahwa jika  
produk PCR yang dipotong dengan enzim Pst1menghasilkan potongan pita DNA 
sebesar 264 pb maka gen tersebut tidak mengalami mutasi (sapi normal, 
homozigot CC), sedangkan  jika produk PCR yang dipotong menghasilkan 
potongan pita sebesar 287 pb dan 264 pb maka gen tersebut mengalami mutasi 
(sapi karier, heterozigot Cc). 
Frekuensi Genotipe Dan Alel 
 Frekuensi alel adalah frekuensi relatif dari suatu alel dalam populasi atau 
jumlah suatu alel terhadap total alel yang terdapat dalam suatu populasi (Nei dan 
Kumar, 2000). Hasil analisis frekuensi genotip dan alel pada fragmen gen CVM 
pada sapi perah dapat dilihat pada Tabel 2. 
Tabel 2. Frekuensi Genotip dan Alel Gen CVM 
No. Lokasi 
Genotipe Frekuensi alel  
CC Cc C c 
1. Kec. Cendana 50 0 1 0 
2. Kec. Angngeraja 30 0 1 0 
 
Total 80 0 1 0 
  
 Berdasarkan data Tabel 2 dapat dilihat bahwa sapi perah di Kecamatan 
Cendana dan Angngeraja tidak ditemukan alel yang bersifat karrier, frekuensi alel 
C di Kecamatan Cendana adalah 1 dan frekuensi alel c adalah 0 dengan jumlah 
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genotipe CC adalah 50, begitupula dengan sapi perah di Kecamatan Angngeraja 
frekuensi alel C adalah 1 dan frekuensi alel c 0 dengan jumlah genotipe CC adalah 
30.Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan Ikhtiarini (2008) yang 
menyatakan bahwa deteksi mutasi DNA dengan metode PCR-PIRA menunjukkan 
bahwa seluruh sampel sapi FH yang dideteksi bersifat normal (homozigot 
normal). Frekuensi alel C adalah  1 dan frekuensi alel c adalah 0. Hal ini 
ditambahkan oleh Perwitasari et al (2008) bahwa kelainan genetik CVM tidak 
ditemukan di pusat perbibitan Nasional dan peternakan rakyat di Indonesia. 
 Hasil ini berbeda dengan penelitian yang dilakukan di beberapa Negara 
yang menyebutkan bahwa kejadian Complex Vertebral Malformation berkembang 
luas setelah ditemukan pertama kali di Denmark. Sebanyak 11868 sapi telah 
dideteksi di USA dan diketahui sebanyak 2108 sapi (17,76 %) bersifat karier 
tertinggi terdapat di Jepang yaitu sebesar 32,5 % (Nagahata et al., 2002), di 
Denmark sebesar 31% (Thomsen  et al., 2006), di Swedia sebesar 23 % (Berglund 
et al., 2004) dan Jerman sebesar 13,2 % (Konersmann et al., 2003). 
 Walaupun tidak ditemukan sapi karier CVM pada penelitian ini, namun 
penyakit ini harus tetap diwaspadai.Deteksi dini secara genetik terhadap calon 
induk baik jantan maupun betina sangat diperlukan untuk mencegah penyebaran 
alel resesif CVM. 
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KESIMPULAN DAN SARAN 
 
Kesimpulan 
 Berdasarkan hasil penelitian dengan metode PCR-PIRA dapat disimpulkan 
bahwa tidak ditemukan kelainan genetik Complex Vertebral Malformation (CVM) 
pada sapi perah di Enrekang khususnya di Kecamatan Cendana dan Angngeraja. 
Saran 
 Identifikasi CVM perlu dilakukan untuk menghindari penyebaran alel 
resesif CVM. Sebaiknya sperma pejantan dari luar negeri dan sapi perah import 
harus diperiksa serta wajib memiliki  sertifikat bebas CVM dan penyakit genetik 
lainnya.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
24 
 
 
 
DAFTAR PUSTAKA 
 
Agerholm, J. S. 2007. Complex Vertebral Malformation syndrome in Holstein 
cattle. Acta Veterinaria Scandinavica 49 (suppl 1)  S5. 
 
Agerholm, J. S., C. Bendixen, O. Anderson, and J. Arnbjerg. 2001. Complex 
Vertebral Malformation in Holstein calves. Jurnal of Veterinaria Diagn 
Invest 13 : 283-289. 
 
Anonim. 2010.  Penyakit Genetik.  http://id.wikipedia.org/wiki/Penyakit_genetik.  
Diakses pada tanggal 3 maret 2015. 
 
Barendse, W., B.E. Harrison., R.J. Bunch, and M.B. Thomas. 2008. Variation at 
the calpain 3 gene is associated with meat tenderness in Zebu and 
composite breeds of cattle. BMC Genetics 9:41. 
 
Basrul, P.K., and W.A. King. 2005. Genetics then and now : breeding the best and 
biotechnology. Journal of Veterinary and Animal Science Research 24: 
31-49. 
 
Berglund, B., A. Persson, and H. Stalhammar. 2004. Effects of complex vertebral 
malformation on fertility in Swedish Holstein cattle. Acta Veterinaria 
Scandinavica45 : 161-165. 
 
Bugiwati S.R. 2005.Bahan Ajar Ilmu Genetika Peternakan. Fakultas Peternakan. 
Universitas Hasanuddin. Makassar. 
 
Dianti. 2014. Pengertian Keragaman Genetik. http://www. Sridianti .com/ 
pengertian-keragaman-genetik.html.Diakses pada tanggal 3 maret 2015. 
 
Diyono, R. 2009. Karakteristik Ukuran Tubuh dan Polimorfisme gen GH, GHRH 
dan Pit-1 pada Populasi Kerbau di Banten. Tesis. Sekolah Pascasarjana, 
Institut Pertanian Bogor, Bogor. 
 
Duncan, R.B., C.B.R Carring, Agerholm, and J.S.C Bendixen. 2001. Brief 
communication complex vertebral malformation in a Holstein calf : report 
of a case in the USA. Journal of Veterinary and Animal Science Research 
Invest. 13 : 333-336. 
 
25 
 
Gelehrter, T.D., F.S Collins, and D. Ginsburg . 1998. Principles of Medical 
Genetics. Ed ke-2. USA: Williams and Wilkins. 
 
Handoyo, D., and A. Rudiretna. 2001. Prinsip umum pelaksanaan Polymerase 
chain reaction (PCR). Pusat studi Bioteknologi. Universitas Surabaya. 
Surabaya. 
 
Ikhtiarini, E. 2008.Identifikasi defisiensi genetik Complex Vertebral 
Malformation pada sapi Friesian-holstein.Skripsi. Program Studi Biologi 
Fakultas Matematika Dan Ilmu Pengetahuan Alam Institute Pertanian 
Bogor. Bogor. 
 
Jacobson, D. R., and T. Moskovits. 1991. Rapid, nonradioactive screening for 
activating ras oncogene mutations using PCR-Primer introduced 
restriction analysis (PCR-PIRA). PCR Meth. Appl 1:146-148. 
 
Kanae, Y., D. Endoh, H. Nagatha , and M. Hayashi. 2005. A Method for detecting 
complex vertebral malformation in Holstein calves using polymerase chain 
reaction-primer introduced restriction analysis Jurnal Veteriner Diagn 
Invest 17:258-262. 
 
Liu Wu-jun, Fang Guang-Xin, Fang Yi, Tian Ke-Chuan, Huang Xi-Xia and Chen 
Hong. 1998. The Polymorphism of a mutation of IGF-1 gene on two goat 
breeds in China. Journal Of Animal And Veterinary 9(4) : 790-794. 
 
Muladno. 2001. Dasar-Dasar Teknik DNA dan beberapa Aplikasinya. Balai 
Penelitian dan Pengembangan Zoologi, Pusat Penelitian dan 
Pengembangan Biologi LIPI, Bogor. 
 
Nagata, H.,H.Oota, A. Nitanai, S. Oikawa, H. Higushi, T. Nakade, T. Kurosawa, 
M. Morita,H. Ogawa. 2002. Complex Vertebral Malformations in a 
stillborn Holstein calf in Japan.Journal of Veterinary and Animal Science 
Research. 64: 1107-1112. 
 
Nicholas, F. W. 1996. Introduction to Veterinary Genetics.University Press. New 
York: Oxford. 
 
Noor, R. R. 2008. Genetika Ternak. Ed Ke-2: Penebar Swadaya.Jakarta. 
 
Perwitasari, D., A. Anggraeni, B. Tiesnamurti, N. Khabibah, dan K. 
Mahfud.2009. Identifikasi Molekular Beberapa Kelainan Genetik pada 
Sapi Perah.Laporan Kerjasama Kemitraan Penelitian Pertanian dengan 
Perguruan Tinggi (KKP3T).Pengajar Institut Pertanian Bogor. Bogor. 
 
Revell, S. 2001. Complex vertebral malformation in a Holstein calf in the 
UK.Journal of Veterinary and Animal Science Research. 149:659-660. 
26 
 
 
Rusc,  A, and S. Kaminski. 2007.  Prevalence of complex vertebral malformation 
carriers among polish Holstein-Friesian bulls. Journal of Applied Genetics 
48 (3) : 247-252. 
 
Suryanto. D. 2003. Melihat Keanekaragaman Organisme Melalui Beberapa 
Teknik Genetika Molekuler. Program Studi Biologi Fakultas Matematika 
dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Sumatera Utara. 2003 Digitized 
By USU Digital Library. 
 
Tamura, K., D. Peterson, N. Peterson, G. Stecher, M. Nei and S. Kumar. 2011. 
MEGA5: Molecular evolutionary genetics analysis using maximum 
likeleblood, evolutionary distance, and maximum parsimony methods. 
Mol. Boil. Evol. 28:2731-2739. http://dx.doi.org/10.1101/gr.3690506. 
 
Thomsen, B., P.Horn, F. Panitz, E. Bendixen, and H. P. Anette. 2006. A missense 
mutation in the bovine SLC35A3 gene,encoding a UDP-N-
acetylglucosamine transporter,causes complex vertebral malformation. 
Genome Research 16: 97-105. 
 
Van der Warf, J. 2000. An overview of animal breedings programs. Di dalam: 
Kinghorn B, Van der Warf J, editor. QTL course : Indetifiying and 
Incorporating Genetic Markers and Major Genes in Animal Breeding 
Programs. University of New England: Armidale, Australia. 
 
Williams, J. L. 2005. The use of marker assisted selection in animal breeding and 
biotechnology. Journal of Veterinary and Animal Science Research 24: 
379-391. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
27 
 
 
DOKUMENTASI 
ALAT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
28 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
30 
 
RIWAYAT HIDUP 
Mardhatilla Utami dilahirkan pada tanggal 20 
November 1993 di Ujung Pandang, Provinsi Sulawesi 
Selatan. 
Penulis adalah anak pertama dari enam bersaudara dari 
pasangan Muh. Ruslan dan Marhana. Pada tahun 1999 
penulis memulai pendidikan di Sekolah Dasar Inpres Bangkala III Makassar dan 
tamat pada tahun 2005.  Pada tahun yang sama, penulis melanjutkan ke Sekolah 
Menengah Pertama Negeri 19 Makassar, tamat pada tahun 2008.  Kemudian 
penulis melanjutkan ke SMAN 13 Makassar pada tahun 2008 dan tamat pada 
tahun 2011.  Pada tahun yang sama pula, penulis melanjutkan pendidikan ke 
Perguruan Tinggi Negeri dan lulus melalui Jalur Undangan di Program Studi 
Peternakan, Fakultas Peternakan, Universitas Hasanuddin, Makassar. 
 
